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© Fraction immunogene active a regard des bilharzioses, sa preparation, compositions Immunisantes la contenant 

@ La presente invention est relative a une fraction immuno- Fl 6. 1 

gene active a regard des bilharzioses. ' 

Cette glycoproteine extratte de I'hemocyanine d'un mollus- 
que, se caracterise en ce que sa fraction glucidique repre- 
sents 5 a 25 0/0 de la molecule de glycoproteine et en ce que la 
composition molaire de ladite fraction glucidique (calculee sur 
la base de 3 residus de mannose) est sensiblement la suivante : 
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Description 

FRACTION IMMUNOGENE ACTIVE A L'EGARD DES BILHARZIOSES, SA PREPARATION, COMPOSITIONS 
IMMUNISANTES LA CONTENANT. 

Le Brevet franpais No 8606281 du 30 Avril 1986 decrit une glycoproteine extraite d'hemocyanlne de 
5 Megathura crenulata, designee en abrege "KLH° et son epitope oligosacharidique. II est montre dans ce 
Brevet que ladite glycoproteine presente les memes proprietes antigeniques que I'antigene 38 KD isole de la 
surface des schistosomules de Schistosoma mansoni et que I'antigene 38 KD du schistosomule et 
I'hemocyanine de Megathura crenulata contiennent tous deux le meme oligosaccharide qui est I'epitope 
oligosaccharidique precite, lequel est reconnu par un anticorps monoclonal protecteur comme etant I'epitope 
10 responsable du pouvoir anti-genique de I'antigene 38 KD de schistosomule et de la KLH, I'anticorps 
monoclonal protecteur etant obtenu a partir de I'hybridome IPL Sm1 identifie dans la Demande de Brevet 
precitee. 

La presente invention a pour but de determiner la structure chimique de la glycoproteine et de son epitope 
oligosaccharidique, qui font I'objet du Brevet franpais precite et de permettre d'en realiser la synthese. 
15 La presente invention a pour objet une glycoproteine extraite de KLH (hemocyanine de Megathura 
crenulata) qui est caracterisee en ce que sa fraction glucidique represente 5 a 5,250/o de la molecule de 
glycoproteine et en ce que la composition molaire de ladite fraction glucidique (calculee sur la base de 3 
residus de mannose) est sensiblement la suivante : 

20 

Residus monosaccharidiques 



Mannose 


3 




Galactose 


3 a 


4 


Pucose 


2 a 


3 


Glucose 


2 ± 


0,2 


Xylose 


0,5 


- 1 


N-ac etylglucosamine 


3 - 


4 


N-acetylgalactosamine 


2 ± 


0,3 



35 

Les monosaccharides qui constituent la fraction glucidique de la KLH ont ete identifies et doses par 
chromatographie en phase gazeuse associee a la spectrometrie de masse, ce qui a permis de constater 
I'absence de monosaccharides O-methyles dans ladite fraction glucidique. 

La presente invention a egalement pour objet la fraction glycannique isolee de la glycoproteine precitee, 
40 extraite de KLH par proteolyse par la pronase et purification du produit d'hydrolyse par chromatographie de 
gel-filtration pour recueillir le produit du pic majeur obtenu, dont la composition en glucides (calculee sur la 
base de 3 residus de mannose) est sensiblement la suivante : 

45 Nbre/residus monosaccharidiques 





Mannose 


3 




Galactose 


4 


50 


Pucose 


1,6 




Glucose 


4 




Xylose 


• 0,23 


55 


H-ac etylglucosamine 


3,3 




^-acetylgalactosamine 


2 



La presente invention a en outre pour objet un giycanne de synthese sensiblement identique au glycanne 
extrait de la KLH et au glycanne de I'antigene 38 KD de S. mansoni, qui est caracterise n ce qu'il presente au 
moins Tune des structures primaires suivantes : 
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Glycannes de N-glycosylproteines 
Man (a 1-3) 

Xyl(B 1-2) Man(6 l-4)GlcNAc(B l-4)GlcNAc(6 l-N)Asn 



Man (a 



a-1,6 



(I) 
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Han (a 1-3), 
Xyl(8 



\ 

1-2) >Min(B 



l-<)Clc«Ac(8 l-«)cicKAe(6Ho, 



C*l(81-4)ClcKAc<Bl-2, 4 ou 6) 
|«- 1.3 ou 6 

(Fuc) 



H*n(al-3) ; 

Xyl<5 

Mail (a 1-6)' 
0-« 



1-2) >»,,: 



»(BI-^)ClcNAc(ei-4)ClcNAc(81-K)i 



<UUJAc<Bl-4)GlcHAc(8I-2,4 ou6) 
jo-1,3 ou 6 
(Fuc) 



Han(al-3) 



Xyl (B 1 -2)— ^MaD(B l-4)ClcHAc(8 1 -4) ClcHAc(6 1-H)A 
Man(al-6K °-l,6 
3-4 Fuc 
(IV) 



Glycannes de O-glycosylprotgines . 



Cal (8 l-3)C«lNAc(ol -3)Ser(Thr) 



(V) 

L'activite antigenique des glycannes isoles de KLH ou obtenus par synthese a ete evaluee a I'aide de la 
sonde monoclonale specifique de la molecule 38 KD, a savoir les anticorps IPL Sm! utilises dans le Brevet 
francais mentionne plus haut par la technique d'inhibition de la fixation de I'anticorps iPL Sm1 marque a I'iode 
125, respectivement sur la glycoproteine extraite de KLH et sur le glycanne de synthese conforme a la 
presente invention, par les serums d'animaux immunises par la KLH. Les resultats obtenus sont presentes a la 
Figure 1 annexee et font apparaTtre que les anticorps produits au cours d'une telle immunisation induisent des 
taux d'inhibition identiques a ceux observes respectivement pour les serums d'infection, pour I'anticorps IPL 
Sm1 "froid", pour la KLH purifiee ou pour I'antigene cible 38 KD. 

Cette demonstration de l'activite inhibitrice de la fraction glycannique identifiee conformement a la presente 
invention, vis-a-vis de I'anticorps monoclonal dirige contre I'antigene 38 KD de Schistosoma mansoni et contre 
la glycoprotein extraite de I'hemocyanine de Megathura crenulata, vient confirmer de facon definitive les 
travaux precedents qui concluaient au fait que Pepitope de I'antigene de surface 38 KD devait etre au moins en 
partie glycannique [FEBS LETTERS, DISSOUS et CAPRON, 162 (1983) p. 355-359 et MOLECULAR AND 
BIOCHEMICAL PARASITOLOGY, DISSOUS et Al., 16 (1985), p. 277-288]. 

La presente invention a, en consequence, egalement pour objet des serums protecteurs a regard des 
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infections par Schistosoma mansoni, des compositions immunogenes, des vaccins, des agents immunisants 
et des reactif s de diagnostic qui sont caracterises en ce que leur constituant actif est la glycoproteine et/ou I 
glycanne identifie(s) dans ce qui precede. 

La presente invention a en outre pour objet un procede de preparation de ia glycoproteine identifiee plus 
haut, qui consiste a soumettre de I'hemocyanine de Megathura crenu lata a au moins un traitement de 
proteolyse par la pronase et a isoler le produit de la proteolyse par precipitation par un agent precipitant 
approprie, tel que Methanol notamment. 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du procede conforme a la presente invention, le produit de la 
proteolyse isole par precipitation, est soumis a un traitement de purification approprie, de preference a un 
traitement de purification par chromatographie de gel-filtration, apres quoi la fraction eluee presentant le pic 
majeur est isolee par precipitation, pour fournir une fraction glycopeptidique purifiee. 

Comme indique plus haut, la composition en glucides des fractions ainsi isolees a ete determinee 
qualitativement et quarttltativement par chromatographie en phase gazeuse couplee a la spectrometrie de 
masse. 

Conformement a I'invention, les glycannes lies O-glycosidiquement sont liberes par la methode de 
^-elimination sous forme d'oligosaccharides-alditols, la liaison N-glycosidique n'est pas touchee. 
La reaction est effectuee sur 93mg de glycopeptldes pronasiques. 

La solution finale resultant de la .^-elimination est fractionnee sur une colonne de Biogel P2 equilibree dans 
I'eau. Les glycopeptides alcali-stables depassant 1800 D. masse moleculaire d'exclusion du Biogel P2, sont 
elues au volume mort de la colonne, tandi's que les O-glycannes sont retardes. 

Le reperage des fractions eluees est fait par chromatographie en couche mince. On isole ainsi 4 fractions 
dont la fraction A represents la majeure partie (1/3) et correspond aux glycopeptides alcali-stables. Cette 
fraction A est separee par passage sur colonne de Con A S6pharose 4B en 3 sous-fractions Ai , A 2 , A 3 
dont seule la fraction A , conserve une activite biologique comparable a celle de la fraction A. Cette fraction 
A, isolee de I'hemocyanine de Megathura crenulata est caracterisee par la formule sutvante : 



Fuc<« 

G»K»1-«)GlcNAct#1-4) 



\ 

i p i-^)»)a«K. 1-3)^^ 
BI-2)Man(- l-6>-^^ 

/ 

(VI) 



G«l(M-4)GlcNAc<*l-2)|yf 

^ >Uan<*l-4)GlcNAc(»l-4)aicNAf(»l)Aa'n 

Fuc(al-2)aal(Al-3)G»INAc(0f-4>GleNAc(Bl 

Foi(.i-e) 

G»K*l-4>GUcNActl>l-C)' 



L'activite antigenique des fractions glycopeptidiques extraites de I'hemocyanine de Megathura crenulata, 
identifies plus haut, et celle des glycannes de synthese qui repondent a I'une des structures primaires des 
formules I a IV ont fete evaluees, entre autres, a I'aide du test d'inhibition evoque plus haut. 

Outre les application enoncees plus haut, les glycopeptides isoles de proteolysats de KLH ou les glycannes 
liberes par hydrolyse chimique ou enzymatique de KLH ou encore prepares par synthase organique, 
conformement a la presente invention, peuvent etre mis en oeuvre pour la preparation de n6ogiycoprotejnes, 
par condensation desdits glycopeptides ou glycannes avec des peptides naturels ou de synthese. 

Selon un mode de mise en oeuvre avantageux de ce procede, la condensation desdits glycopeptides ou 
glycannes avec des peptides appropries est realisee par couplage d'oligosaccharides et de proteines. 

Selon un autre mode de mise oeuvre avantageux de ce procede, la pr6paration des neoglycoproteines est 
realisee par couplage de glycopeptides et de proteines. 

Comme exemples de peptides pouvant etre condenses avec les glycannes conformes a la presente 
invention, on peut citer I'anatoxine tetanique et/ou des peptides de synthese derives de la proteine 28kDa. 

Les neoglycoproteines ainsi obtenues presentent I'interet de grouper dans une structure chimique unique, 
deux activites antigeniques complementaires, a savoir l'activite antigenique du glycanne conforme a la 
presente invention et l'activite antigenique de la fraction peptidique associee audit glycanne pour former la 
neoglycoproteine desiree. 

Outre les dispositions qui precedent, I'invention comprend encore d'autres dispositions, qui ressortiront de 
la description qui va suivre. 

L'invention sera mieux compris a I'aide du complement d description qui va suivre, qui se refere a des 
exemples de preparation d s glycannes conformes a I'invention par extraction a partir de KLH, de mise en 
evidence de l'activite antigenique desdits glycannes et de preparation d neoglycoprotein s 6galement 
conforme a la presente invention. 

II doit etre bien entendu, toutefois, que ces exemples sont donnes uniquement a titre d'illustration de I'objet 
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de ('invention, dont ils ne constituent en aucune manPre une limitation. 
EXEMPLES 

5 EXEMPLE 1 - Preparation de glycopeptides conformes a Invention par extraction apartir de KUH 

5 EXEMPLE i ^egathura crenulata (KLH) est mise en contact 

rapport enzyme/substrat de Pordre de 1/50 pour realiser la pre , teolyse de la KLH la 

a une temperature de 40°C, a P H 8,2, pendant une duree de 48 heures. Le produrt de la proteolyse est 

isoie par precipitation par de I'ethanol. 

- L ^ro«^ 

Tff^WoSJ.. Pic maieur contient .e glycanne actif encore lie a une courts chatne 
15 ^composition en glucides est verifiee par chromatographle en phase gazeuse couplee a la 

lofa^illfgTnTq^ est verifiee par .a technique radioimmunoiogique d'inhibition de la fixation de 
S^^iSnioil .PL Sm1 sur le glycanne, comme decrit pour .a KLH et Fantgene 38 KD dans .e 
Brevet f rancais N<> 86 06281 deja cite. 
20 EXEMPLE 2 - Preparation des glycannes conformes a I'invention par extraction a partir de KLH ou de 
^ToZe^^ycosmsBmerA sent liberes par le precede de Lee et Scocca (J. Biol. Chem., 247 
diSSSSS une Son^ KLH ou de ses glycopeptides dans NaOH M - KBH 4 * 
10O»C oendant 6 h La reaction est arretee par ('addition, a 0°C. d'acide formique jusqu'a ob en.r un pH de 4. 

EXEMPLE 3 -Tests de caracterisation de I'activite antigenique des glycannes conformes a la presente 
35 invention. 

10 rTechnioue d'inhibition de lafixation de I'anticor os IPLSml sur I'antigene 38 KDa du S. mansoni par les 

^gfS^^I^Sgique en phase so.ide est bas.e sur .'inhibition de ^^SSS^T^ 
40 IPLSmrmarque a I'lode 1 25 a son antigene cible par differents anticorps ou preparations ant.gen.ques. 

3) cTaoufSeoTe l^ulT po^ est traitee par 100 pi d'une solution a 10 ug/m. d'anticorps 
moToXalt WaSt^ 

50 "SSS^^SS^S^^ ^ Tampon phosphate 10 mM 0,1 0/0 BSA, les plaques sent pretes 
pour la reaction d'inhibition. 

separement au compteur gamma. 

60 

lequel I s 50 jit d'.PLSml marque sont incubes en presence de 50 ui de Tampon phosphate 10 mM 0,1 lo d 
BSA, et est represents a la Fig. 1 annexee. 
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2o : Technique d'inhibition de la fixation de I'anticorps IPLSml sur I'hemocyanine de Megathura crenulata par 
I s oligosaccharides extraits de I'hemocyanine de Megathura crenulata . 

C tte technique radioimmunologique en phase solide est directement inspiree de la methode devaluation 
de I'inhibition de la fixation de I'anticorps IPLSml a son antigene cible 38 kD. Dans ce cas particulier, la phase 
solide est constitute par des plaques de polyvinyle prealablement traitees par de la KLH. 5 

a) Phase solide 

Chaque alveole de plaque de polyvinyle est traitee par 100 uJ d'une solution de KLH a 10 u.g/ml. en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 °/o de BSA pendant 2 h a 20°C. Les plaques sont ensuite iavees 3 fois en Tampon 
phosphate 10 mM a 0,1 o/ 0 de BSA et saturees par une solution a 2°/o de BSA dans ie Tampon phosphate 10 10 
mM, 30 minutes a 20°C (200 p.l par alveole). L'exces de BSA est elimine grace a 3 lavages (200 u.l par alveole) 
en Tampon phosphate 10 mM 0,1 % de BSA. 

b) Reaction d'inhibition 

Elie est realisee dans les mimes conditions que celles definies dans le cas du test d'inhibition de la fixation 15 
de I'anticorps IPLSml a son antigene 38 kD decrit au 1° du present Exemple, et ses resultats sont represents 
a la Fig. 2 annexee. 

EXEMPLE 4 - Preparation de neoglycoproteines conformes a la presente Invention. 

20 

I - Par couplage d 'oligosaccharides et de proteines. 

Le couplage oligosaccharide-proteine peut etre realise selon les protocoles experimentaux suivants, la 
proteine utilisee etant soit I'anatoxine tetanique, soit des fragments peptidiques de synthese de I'antigene 38 
kD . 

25 

1o) Methode de Gray (Gray G.R., Methods in Enzymology, 1979, Colowick and Kaplan ed., Acad. Press, 
p. 155-1 52). 

Le principe de la methode repose sur ie fait que le cyanoborohydrure de sodium reduit aisement les bases 
de Schiff resultant de la condensation d'un oligosaccharide avec une amine primaire, tout en etant sans action 
sur les fonctions carbonyl. 30 



R.J-CHO £ R-CH = i$H-R 2 BH 3 C N 



Le protocole experimental comprend les etapes suivantes : 0,5 umol de protide, 150 umol d'oligosaccharide 
et 0,8 mmol de cyanoborohydrure de sodium sont dissous dans 2,5 ml de tampon phosphate de potassium 0,2 
M (pH 8) et la solution est maintenue a 37° C pendant 10 jours. 

La solution est ensuite diaiysee contre de I'eau distillee, puis soumise a une chromatographic sur Bio-gel 
P-6. 

Le nombre de residus oligosaccharidiques couples sur la proteine est ensuite determinfe par un dosage 
colorimetrique. II est generalement de I'ordre de 15 a 20 glycannes par molecule de proteine. 

2o) Methode de Zopf et al . (Zopf, D.A., Tsai C-M et Ginsburg V., Methods in Enzymology, 1978, Colowick and 
Kaplan ed. Acad. Press, p. 163-169). 

Cette methode a le merite d'§tre applicable a de faibles quantites de substrats. L'oligosaccharide est tout 
d'abord couple a la jS-(p-aminophenyl) ethylamine, en presence de borohydrure de sodium. Le derive 
oligosaccharidephenethylamine est ensuite couple au protide par I'intermediaire d'un diazoi'que. 

a) Preparation de roligosaccharide-phenethylamine 

10 mg d'oligosaccharide sont ajoutes a 0,1 ml de jff-(p-aminophenyl)ethylamine et la solution est agitee 
pendant 15 h dans un tube scell6 a temperature ambiante. 

L'alkylglycoside est obtenu par I'addition de 0,2 ml d'alcool renfermant 3 mg de borohydrure de sodium, 
puis isole par chromatographie sur Bio-gel P-2. 

b) Couplage du derive oligosaccharide-phenethylamine avec un protide . 

A une solution de 10 |imol d'oligosaccharide-phenethylamine dans 2 ml d'eau sont ajoutis successivement 
0,8 ml d'HCL 0,1 N et 0,6 ml d'une solution de nitrite de sodium a 2 mg/ml. 

Apres 30 minutes de reaction, le melange est lentement ajoute a 6 ml d'une solution de proteine (0,8 u,mol) 
dans NaOH 0,05 N. Apres 4 h de reaction, le produit de couplage est dialyse, puis purifie sur Bio-gel P-6. 

Le rapport sucre : proteine peut atteindre 15 a 20. 
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II - Par couplage de glycopeptides et de proteines 

100 mg de proteines sont dissous dans 10 ml de tampon borate de pH 9,5. A la solution refroidie a 0°C, on 
ajoute 0,2 ml de toluene-2,4 diisocyanate (TDIC). Le melange est agite 30 minutes a 0°C, laisse une nuit a 4°C 
et centrifuge pour sedimenter I'exces de TDIC. 
5 Le surnageant est recueilli, agite encore 1 h a 0°C, centrifuge si necessaire, puis ajoute a 10 ml de tarn pon 
borate pH 9,5contenant10a20mlcromolesde glycopeptides. Le melange est agite 1 h a^C.dialyse contre 
du carbonate d'ammonium 0,1 M (48 h), puis contre de I'eau distillee avant d'etre lyophilise. 

La quantite de glycopeptides conjugues a la proteine est determinee par un dosage colorimetrique des 
glucides. 

10 Ce precede est adapte de celui de Schick A.F. et Singer S.J. (J. Biol. Chem 236 (1961) 2477-2485). 



Revendicatlons 

1.- Glycoproteine extraite de I'hemocyanine d'un mollusque tel que Megathura crenulata (ou KLH), 
caracterisee en ce que sa fraction glucidique represente 5 a5,25 <Vo de la molecule de glycoproteine et en 
ce que la composition molaire de ladite fraction glucidique (calculee sur la base de 3 residus de mannose) 
est sensiblement la suivant : 



Residus monosaccharidiques 

Mannose 3 

Galactose 3 a 4 

Fucose 2 a 3 

Glucose 2 ± 0,2 

Xylose 0,5-1 

N-acetylglucosamine 3-4 

N-ac6tylgalactosamine 2 ± 0.3 

2.- Fraction glycopeptidique isolee de la glycoproteine selon la Revendication 1, caracterisee en ce 
qu'elle est obtenue par proteolyse de la KLH suivie d'un traitement de purification du produit de 
proteolyse par chromatographic de gel-filtration, pour obtenir un produit purifie dont la composition en 
glucides (calculee sur la base de 3 residus de mannose) est sensiblement la suivante : 

Nbre /residus monosaccharidiques 

Mannose 3 

Galactose 4 

Fucose -),6 

Glucose 4 

Xylose 0 , 23 

N-acetylg-lucosamine 3,3 

N-acetylgalactosamine 2 

3-. Fraction glycannique isolee de KLH selon la revendication 1 , caracterisee en ce qu'elle est obtenue 
par traitement alcalin de KLH ou des ses glycopeptides, suivie d'une N-reacetylation et de purifications 
sur Biogel P-2. 

4.- Glycanne de synthese, caracterisee en ce qu'il est sensiblement identique a la fraction glycannique 
selon la Revendication 3 et au glycanne de I'antigene 38 KD de S. mansoni et n ce qu'il presente au 
moins I'une des structures primaires suivantes : 
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Xyl(M-2)—-M.r.(ei-4)ClcKA t (t l-*)ClcKAc<ei-K)Air 



ClelUcj. 



rue 



1-2 



Han (a I -3), 



1*1-3) 



(I I -<) Cl cKAc (6 >-*)ClcKAc(8 l-K); 



C«l(Bl-0«cRAe(ei-2, 4 o« 6) 

I 

Jo-1,3 ou * 
(Fuc) 

0-1 



Han (a 1-3), 



1 -2)^h» 0 (1 1 ) c] cKAc ( 8 1 -*) Cl cN Ac (B 1 -K) > 
Cal-6)/ o-l,6 
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C*lXAc(ft)-4)ClcJUc(M-3,4 *.C! 
J»-1,3 «u « 

(Fuc) 

0-1 



«Ux>(.l-J) 



Hand 
0-t 



>-t)ClcKAc(8 l-4)ClcKAc(ll-M)A 

J 

Fuc 

(IV) 



C»l(ei-3)C«lKAc(a1-5)S«rCnir) 



5-. Glycanne caracterise en ce qu'il se compose de fucose, de galactose, de xylose, de mannose, de 
N-acetyl-glucosamine, de N-acetylgalactosamine et en ce qu'il presente la structure primaire (VI) suivante 



\ 



Sal(B<-4>GlcNAc(Bl-< 



GallB f-4)GlcNAc( 



Fuc(.i-2)G»l< B i-3>G«mActtl-4>GlcNAc<B|-2)Man(o I-6H 

J 



>ManCBI-4)GlcWAcCBI-4)GlcNAc(ei)A»n 



:Ac(BC)A»n 
U l(«l-6) 



G»KBl-4)GHcNAc(M-6r 



(VI) 



6 - Glycanne selon I'une quelconque des Revendications 1 , 3 et 4, caracterise en ce qu'il est reconnu 
par un anticorps monoclonal specifique de la molecule 38 KD. 

7. - Serum protecteur a Pegard des infections par Schistosoma mansoni, caracterise en ce qu'il est 
constitue par un serum de mammifere immunise par la fraction glycoproteique selon la Revendication 1 
ou par son epitope glycannique selon I'un quelconque des Revendications 2 a 6. 

8. - Composition immunogene, caracterise en ce qu'elle contient en tant que constituant actif une 
quantite suffisante de la glycoproteine selon la Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon I'une 
quelconque des Revendications 2 a 6, eventuellement associe(e) a un adjuvant convenable. 

9. - Vaccin contre les bilharzioses, caracterise en ce qu'il contient une quantite vaccinante active de la 
glycoproteine selon la Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon I'une quelconque des 
Revendications 2 a 6. 

10 - Agent immunisant, caracterise en ce qu'il est constitue par un complexe forme par le couplage 
d'anticorps anti-idiotypes specifiques d'anticorps monoclonaux antiSchistosoma mansoni, a la 
glycoproteine selon la Revendication 1 ou a son epitope glycannique selon I'une quelconque des 
Revendications 2 a 4. 

11. - Reactif de diagnostic apte a *tre utilise pour la seroepidemiologie des bilharzios s, caracterise n 
ce que son constituant principal est la glycoproteine selon la Revendication 1 ou son epitope glycannique 
selon I'une quelconque des Revendications 2 a 4. 

12. - Application de la glycoproteine selon la Revendication 1 ou de son epitope glycannique selon I'une 
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quelconque des Revendications 2 a 4, a la preparation de neoglycoproteines. 

13. - Procede de preparation de la glycoproteine selon la Revendication 1, caracterise en ce qu'il 
consiste a soumettre de I'hemocyanine de Megathura crenulata a au moins un traitement de proteolyse 
par la pronase et a isoler le produit de la proteolyse par precipitation par un agent precipitant approprie, 

tel que I'ethanol notamment. 5 

14. - Procede de preparation du glycopeptide selon la Revendication 2, caracterise en ce que le produit 
de proteolyse isole par precipitation conformement a la Revendication 13 est soumis a un traitement de 
purification approprie, de preference a un traitement de purification par chromato graphie de gel-filtration, 
apres quoi la fraction eluee presentant le pic majeur est isolee par precipitation, pour fournir une fraction 
glycopeptidique purifiee. w 

15. - Procede de preparation d'un glycanne selon la Revendication 3, caracterise en ce qu'il realise 
I'hydrolyse alcaline de KLH ou de ses glycopeptides suivie d'une N-reacylation et d'une purification par 
chromatographie de tamisage moleculaire. 

16. Procede de preparation d'une neoglycoproteine selon la Revendication 12, caracterise en ce qu'un 
glycopeptide ou un glycanne selon Tune quelconque des Revendications 2, 3 ou 4, est condense avec un 15 
peptide naturel ou synthetique approprie presentant une activite antigenique complementaire de 
I'activite dudit glycanne. 

17. - Procede selon la Revendication 16, caracterise en ce que la condensation desdits glycopeptides et 
glycannes avec des peptides appropri6s est realisee par couplage. 

18. - Procede selon Tune quelconque des Revendications 16 et 17, caracterise en ce que le peptide est 20 
choisi dans le groupe qui comprend I'anatoxine tetanique et/ou des peptides de synthese derives de la 
proteine 28kD . 

19. - Neoglycoproteines, caracterisees en ce qu'elles sont obtenues par application de la Revendication 
12, en mettant en oeuvre le procede selon Tune quelconque des Revendications 16 a 18. 
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